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Figure　19　Ef丘ct　of　sl1AACS　on　total　cholesterol　in　the　mouse
（A）The　mice　w　ere　adm㎞istered　shAACS　vector　vja　tail－vein　jnjection．　A負er　24　hls，　the　cytosoHc　protem
仕action　w　as　extracted　f士om　the　Uver　Total　proteins　w　ere　analyzed　by　Western　blotting．
（B）The　data　are　shownas　the　mean士SD．（n＝4）．
（C）The　mic　e　w　ere　administered　shAACS　vector　or　shcontrol　vect（宴via　tail－vein　inj　ection．　ARer　48　hls，
the　mice　were　treated　with　shAACS　vector　or　shcontrol　vector　and　were　reared　fOr　48　hrs．　Prσtein
expression　of　SREBP－2　jn　the　liver　of　mice　that　were　treated　with　shcon甘ol　or　shAACS　was　analyzed　by
Westem　blotting．
（D）The　mic　e　w　ere　adm㎞istered　shAACS　vector　or　shcon虻ol　vector　via　tail－vem　mjection．　ARer　48　h5，
the　mice　were　treated　with　shAACS　vector　or曲control　vector　and　were　reared　fbr　48　hls．　Gene
expression　of　HMGCR　a皿d　LDLR　in　the　hver　of　mice　that　were　treated　w丘h　shcontrol　or　shAACS　was
anεdyzed　by　real－tkne　PCR．
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第三節　考察
　本章では、肝臓におけるAACSの転写調節およびコレステロール恒常性への寄与を
検討した。一般的に、肝臓はケトン体の合成専用臓器と考えられてきたが、著者は
AAC　Sの発現変動がコレステロール生合成に影響を与え得る新たな証拠を提示した。
　コレステロール低下剤の投与により、肝臓におけるAAC　SのmRNAレベルが有意
に増加した（Fig．14）。マイクロアレイを用いた研究により、AACSの遺伝子発現が
SREBP－2およびSREBP－lcを導入したトランスジェニックマウスの肝臓において顕著
に増加することが明らかとなっている64）。これらの結果はSREBP－2がAAC　Sの転写
調節に関与する可能性を示唆している。SREBP－2はロイシンジッパー構造を持つ転写
因子であり、sterol　response　e　lement（SRE）に結合しコレステロール合成の律速酵素で
あるHM㏄Rの遺伝子発現を調節するが65・66）、　AAC　Sのpromoter領域には、典型的
なSREBP結合配列（SRE）が存在していない。
　一方、本研究においてSREBP－2がAAC　Sのpro　moter領域と相互作用することが明
らかとなった（Fig　l8A）。さらに、　sREBP－2をノックダウンするとHM㏄Rと同様に
AAc　sの発現が減少することを明らかとした（F　ig．18B）。以上の結果は、肝臓におい
てAACSの発現が、主にSREBP－2によって調節される可能性を示唆している。これ
らの事実より、SREBP－2はAACSの発現を他の転写因子と協調的に調節すると推察
される。様々な研究により、SREBP－2はSpl、　n㏄lear血ctor（NF）－Y、またはcAMP
response　element　binding　protein（CREB）と協調的にSRE配列を持つ遺伝子の発現を調
節することが明らかとなっている6り。AAC　Sのpro㎜ter領域にはNF－1、　Spl、　CREB
そして㏄boxが存在することから、これらの転写因子とSREBP－2がAACSの発現を
調節する可能性が考えられる。
　我々はまた、AAC　Sの発現変動がin　vivoにおけるコレステロール恒常性に影響を及
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ぼすか否かを検討した。マウス個体の肝臓においてAAC　Sの発現を抑制するために
hydrodynamics法を使用した68）。本方法は肝臓において遺伝子をノックダウンするた
めに有効な方法であり、shAAC　Sを導入した結果、　AAC　Sの発現は効果的に抑制され
た（Fig　lgA）。この時、血清コレステロールの濃度が減少したことから（Fig．19B）、
AACSを介したケトン体利用が、コレステロール恒常性に重要な役割を果たすことが
明らかとなった。
　細胞質のacetyLCoAおよびacetoacetyLCoAは脂質合成経路の重要な代謝中間体で
あり、それぞれACLおよびacetoacetyl－CoA　thiolaseにより生合成される49）（Fig　l）。
従って、AAC　SによってacetoacetateからacetoacetyLCoAを生合成する反応は、代替
経路とみなされてきた。しかしながら、肝臓のACLを抑制すると脂肪酸合成は減少
する一方、コレステロールには変動がないことから48）、アセチル基をコレステロール
もしくは脂肪酸合成のどちらの経路に利用するかは、細胞内のアセチル基の時空間的
分布に依存する可能性が考えられる。
　多くの研究結果から、絶食状態にケトン体産生および血中ケトン体量が増加し、エ
ネルギーとして利用されることが示されている。しかしながら、我々の結果を踏まえ
て推察すると、この増加は細胞内で利用しきれなかったケトン体が血中に漏出した結
果であると考えられ、通常の生理状態では、ケトン体が細胞内で利用され血中へと放
出されないという可能性も挙げられる。最近の研究では、ケトン体利用がインスリン
分泌や、胎児期の代謝直常性に関わることが報告されており3・14）、前述した通常の生
理状態におけるケトン体利用の重要性を支持するものである。
　本章では、AAC　SがSREBP－2により調節され、その発現変動がコレステロール恒
常性に重要な役割を果たすことを明らかとした。
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第三章　神経細胞の発達におけるAAC　Sの役割
第一節　緒言
　脂質は細胞膜の重要な構成成分であり、特に神経組織に高濃度で存在している69）。
特にコレステロールや脂肪酸は胎児期の発生・分化過程、そして神経細胞の発達にお
いて重要な役割を果たしている7研）。前章までに示したように、AACSは脂肪細胞の
分化やコレステロール恒常性に重要な役割を果たしている。また、ヒトおよびマウス
の脳組織においてAAC　Sは高発現しており、海馬および大脳皮質領域の神経様細胞に
局在することすることも明らかとしている45・72）。AACSの発現パターンはSCOTと異
なることから、AACSを介したケトン体利用が、神経組織において何らかの役割を果
たす可能性が考えられる。そこで、神経細胞におけるAAC　Sの生理的意義を検討する
ために、神経突起伸長時および胎生期の脳におけるAAC　Sの発現変動、そして神経細
胞の発達に対するAAC　Sのノックダウンの影響を検討した。
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第二節　結果
神経突起伸長時におけるケトン体利用酵素の誘導
　以前の研究において、我々はAACSのmRNAがマウスおよびヒトの脳において豊
富に存在していること、および大脳皮質の神経様細胞に局在することを明らかにした
45・73）。これらの結果は、AACSが神経の発達・機能において重要な役割を示すもので
ある。そこで神経におけるAACSの生理的意義を検討するために、我々はマウス神
経芽細胞種Neuro・2a細胞の神経突起伸長段階におけるAACSの発現変動を検討した。
　AACSの遺伝子およびタンパク質の発現は、神経突起伸長に伴い顕著に増加した
（Fig．20A　and　B）。次に蛍光免疫染色法を用いて、　AACSの細胞内局在を検討した結
果、AACSは核近くの細胞質およびgrowth　coneに局在することが明らかとなった
（Fig．20C）。以上の結果から、　AACSが神経突起およびその機能維持において重要な
役割を果たす可能性が示唆された。
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Figure　20　Expression　and　Iocal屹ation　ofAACS　during　neu㎡te　outgrowth　in　Neuro－2a　cells
（A）Cells　were　seeded　and　nlcubated　fbr　24　h　alld　then　cultured　in　serum－free　E－MEM　containing　l　OμM
all－trans　retilloic　acid．　The　mlmbers　indicate　the　holl5　at　which　the　cells　were　harvested，　AACS　and
Gusbwere　detected　by　real－t血ne　PCR．　Gusb　was　used　as　an　internal　control．
（B）Cells　were　seeded　alld　incubated　fbr　24　h　alld　then　c　ultured　in　serum－free　E－MEM　c　ontaining　10μM
all－trans　retinoic　acid．　The　mlmbers　mdicate　the　hollrs　at　which　the　cells　were　harvested．　AACS　and
β一actin　w　ere　detected　by　westem　blottlng．
（C）Neur（ト2a　cells　w　ere　stanled　at　48　h　w　ith　anti－AACS　and　Alexa　Fluor　488　s㏄ondary　alltibody（green）．
For　the　visuahzation　ofDNA、　preparations　were　stajned　with　propidillm｛odide（red）．　Scale　bar＝50μm，
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　次に我々は、ケトン体をエネルギー産生に利用するSCOTの発現を検討した。そ
の結果、SCOTの発現が減少することから、神経突起伸長時においては、ケトン体利
用が脂質合成系へと傾く可能性が示唆された。そこで、脂肪酸合成またはコレステロ
ール合成に関わる酵素の遺伝子発現を検討した。脂肪酸合成に関わるFASの発現は
神経突起伸長の初期段階で増加したが、ACLおよびACC・1の発現に変動は認められ
なかった（Fig．21）。続いて、コレステロール合成系酵素の遺伝子発現を検討した結
果、HMGCRおよびHMGCoA　synthase　1（HMGCS1）の発現が顕著に増加した。
以上の結果より、神経突起伸長時においては、コレステロール合成系にケトン体が利
用される可能性が示唆された。
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Figure　21　Gene　expressi㎝of　lipogenic　factors　and　a　ketone　body一耐ili唖ng　enzyme　du血g　ne皿rhe
outgrowth　in　Neuro－2a　cells
Cells　were　seeded㎜d血cubated飴r　24　h皿d血en　cu㎞ed血se㎜一丘ee　E棚M　cont㎞g　lOμM
all－trans　ret血oic　acid，　The　llumbers　indicate　the　hours　at　which　the　cens　were　harvested　Gene
expression　of　6pogenic　and　ketone　body－ut㎞g　enZyme　s　was　detected　by　real－t㎞e　PCR
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神経突起伸長時の転写調節
　神経突起伸長時におけるAACSの転写機構を解析するために、　AACSのpromoter
領域と相互作用する転写因子の同定を試みた。前章で述べたように、AACSは月刊蔵に
おいて、コレステロール合成系を司るSREBP・2によって転写調節されることが明ら
かになった。また、神経突起伸長時においてはAACSの発現変動がコレステロール
合成系と類似することから（Fig．20A　and　21）、肝臓および神経細胞においては同様の
転写機構により調節される可能性が考えられる。そこで、ChIP　assayにより
SREBP・2とAACSまたはHMGCRのpromoter領域との相互作用を検討した結果、
神経突起伸長に伴いSREBP－2の相互作用が増加することがわかった（Fig．22A）。次
に、siRNAを使用してSREBP・2の発現をノックダウンすると、ACLの発現は変動
しなかったが、AACSおよびHMGCRの発現が有意に減少した（Fig．22B）。以上の
結果より、神経突起伸長時においてはSREBP・2がAACSを転写調節することが明ら
かになった。
A
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Figure　22　Association　of　S㎜P－2醐the　promoterregion　of　the晶CS　gene
（A）Cross－hnked　DN　A　w　as　prepared丘om　und正ferentiated　Neuro－2a　c　ells（O　h）and　diffbrentiated　Neuro－2a
cel姪（24　h）．　ChIP　assays　were　pαfb㎜ed　us血g　the　mdicated　antibodies，　and　recov釘ed　DNA　w墨
su句ected　to　PCR　ampmcation　usjng　prjmers　spec面c　to　the　proximal　promoter　region　of　the　AACS　gene
or　the　HMGCR　gene．　Asma皿aliquot　was　removed　befbre　immunoprecipitation　and　used　fbr　PCR
alnphfication　as　a皿mput　c　ontro1（Input）．
（B）The　expression　of　SREBP－2，　ACL，　AACS　or　HMGCR　mRNAwas　ana】yzed　by　rea1－time　PCR．　Gene
expression　was　nσ㎜aUzed　to　that　of　GAPDH　The　data　are　shown　as　the　mean土SD．（n＝4）．　The
average　expression　values　m　the　control　are　面dic　ated　as　LO．　　＊＊，　P〈0．01；　＊＊＊，　P＜0．001　be“v　een
s正uc挽rase（s正uc）and　siS　REBP－2－treated　Neuro－2ace皿s．
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神経発生時におけるAACSの発現変動
　マウス胎生期の脳におけるAACSの発現変動を検討するため、胎生期14．5日
（E14．5）、16．5日または18．5日目の脳組織を採取し、　Western　blot法に供した。
　Fig．23に示すように、AAcsの発現はE16．5からE18．5にかけて顕著に増加した。
SCOTの発現はE14．5と比較してE16．5およびE18．5においてわずかに増加したが、
脂肪酸合成にかかわるACI．とFASの発現に変動は観察されなかった。対照的に、
HMGCRの発現はAACSの発現変動と同様、神経発生段階において著しく増加した。
次に、発生段階におけるAACSの役割を推察するために、神経マーカーの発現を調
べた。その結果、neuronal　nuclei（NeuN）とmicrotubule・associated　protein　2
（MAP・2）の発現がE18．5において増加することが明らかとなった。さらに、　spine
apparatusの主要構成タンパク質であるsynaptopodinの発現がE18．5において増加
した。以上の結果からAACSを介したケトン体からのコレステロール合成が、神経
発生、特に樹状突起伸長において重要な役割を果たす可能性が示唆された。
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E14．5　E16．5　E18．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E14．5　E16．5　E18．5
∠＼　　・　　　　AACS　　　　　　　　　　句■●●■1』直 NeuN
一一一 　ACL　　』■　　MAP－2
一■一一ジ　　　SCOT
Figure　23　Effどcts　of　shAACS　on　expression　ofneuronal　markers㎞pHmary　neurons
（A）1｝由t⑮sue　was（畑sected丘om　mouse㎝11町os　at　El4．5，16．50r　l　8．5．　Prote㊤was　ex仕㏄te晒㎝
the　brajh　t5sue，　and　the　expression　ofAACS　and　other　protems　was　assessed　by　w　estern　blotdng．
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初代培養神経細胞におけるAACSノックダウンの影響
　神経細胞におけるAACSの役割を検討するために、初代培養神経細胞において
AACSの発現を抑制し、神経マーカー発現への影響を検討。細胞を播種した1日後　（1
day　in　vitro，1DIV）にAACSを標的としたshRNAを発現するレンチウイルスを感
染させ、15DIVにタンパク質を回収後Western　blot法を用いて各種タンパク質の発
現を検討した（Fig．24）。　shAACSを処理した細胞においては、　AAcsの発現が著し
く抑制されており、またNeuNおよびMAP・2の発現がコントロール群と比較して低
下した。さらに、synaptopodinの発現も減少することが明らかになった。以上の結
果から、神経細胞の神経突起伸長およびその機能維持においてAACSが重要な役割
を果たすことが明らかとなった。
匡：二］　AACS
E三三≡ヨ　MAP2
E竺三三］sy・・Pt・P・di・
GAPDH
＋ヅ、　　＞w
Figure　24　E弥ects　ofshAACS　on　protein　expression　ofneuronal　markers　in　pri皿ary　neurons
Primary　lleurons　w　ere　infbcted　w　ith　shcontrol－or　shAACS－targeted　lent　iv血s　at　2　DIV　Protein　w　as
extracted＆olll　the　c　ultures　at　l　5　DIV　The　expression　of　AACS，　MAP－2，　NeuN，　synaptopodin　and
GAPDH　w　as　analyzed　by　w　estern　blottjng．　GAPDH　w　as　used　as　an　intenlal　c　ontro1
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第三節　考察
　胎生後期の胎児のコレステロールは、母体からの供給ではなく胎児内のコレステロ
ール生合成によって賄われる74）。ケトン体は、胎盤を単純拡散または非特異的な能動
輸送によって通過し、胎児における脂質合成の原料として利用され得る7＋76）。小脳に
おいては、AACSのmRNAは主にグリア細胞に局在しているが、大脳皮質において
は神経様細胞に局在することが明らかになっている。以上の結果は、神経発生および
神経の機能維持にAACSが重要な役割を果たす可能性を示唆するものである。本章
では、AACSの発現が神経突起伸長に伴い増加し、その発現が核周辺部の細胞質およ
びgrowth　coneに局在すること、またAACSの発現抑制によりNeuN、　MAP・2およ
びsynaptopodinなどの神経マーカーが減少することを明らかにした。これらの結果
より、AAC　Sを介したケトン体利用が神経発生において重要な役割を果たすことが明
らかになった。
　神経突起伸長時においてはAACSの発現がHMGCRの発現変動と類似していたた
め、ケトン体から産生されたacetoacetyl・CoAが、コレステロール合成系に利用され
る可能性が示唆された。さらに、AAC　Sの発現抑制により神経細胞のマーカーである
NeuNとMAP・2の発現が減少した（Fig．24）。過去の研究により、コレステロール合
成が神経突起伸長やその機能において重要な役割を果たすことが明らかとなってい
る7醐。さらに、ケトン体はミエリンやシナプトソーム画分に取り込まれることから
2）、AACSによるケトン体の利用が神経の機能、特に活動電位伝導やシナプス伝達に
おいて重要な役割を果たす可能性が示唆された。さらに、蛍光免疫染色法により
AACSはgrowth　coneに局在することが明らかとなった（Fig．20）。　Growth　coneの
形態は低分子量GTPaseであるRho　family（Rac1やCdc42）によって制御されてお
り、Rho童milyの活性は、メバロン酸経路によって合成されるイソプレニル基による
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翻訳後修飾により調節されることが報告されている80・81）。AACSはコレステロール恒
常性に重要な役割を果たすことから、メバロン酸経路を介したRho塩milyの翻訳後
修飾に影響し、神経の形態形成に関与する可能性が考えられる。
　第三章・第二節のChIP　assayおよびsiRNAを使用した実験により、SREBP・2が
AACSの転写を調節することが明らかになった。鈴木らにより、SREBP・2のノック
ダウンがシナプス形成のマーカータンパク質の発現を減少させること、また視床下部
におけるSREBP・2のノックダウンにより摂食量や体重の増加を引き起こすことが明
らかとなっている79）。我々の研究により、AACSのmRNA量はSTZを投与したラ
ットの脳において減少することが明らかとなっている45）。また、本章においてAAC　S
の発現抑制により、synaptopodinの発現が減少することを明らかとした（Fig．24）。
Synaptopodinはspine　apparatusの形成および海馬のlong・te　rm　potentiationに関
与することから82）、AACSがシナプス形成や摂食量の調節に関わる可能性が考えられ
る。
　本研究の結果から、AACSの発現が神経突起伸長に伴い増加すること、またその発
現調節がSREBP・2に依ることが明らかとなった。また、　AACSの発現変動が神経マ
ーカーであるNeuN、　MAP・2およびsynaptopodinの発現に影響を及ぼすことを明ら
かとした。以上の発見は、神経発生・発達におけるケトン体利用の役割に新たな知見
を与え、神経発生や病態メカニズムの解明に大きく寄与するものである。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　総括
　第一章においてはAACSの転写調節がC／EBPαによって調節されていること、ま
たその発現が脂肪細胞の分化に重要な役割を果たすことを明らかにした。脂肪細胞の
分化においては、コレステロール・脂肪酸合成共に必須の経路であることが明らかに
なっている。第二章の結果により、AACSがコレステロールの恒常性に影響を与える
ことから、脂肪細胞の分化段階においても、ケトン体からのコレステロール合成が重
要な役割を果たしている可能性が考えられる。近年、HMGCRの肝特異的knockout
マウスが作製され、肝臓に対する過度の脂肪蓄積により生後6週間以内に60～70％
のマウスが死亡することが明らかとなった83）。このマウスは、脂肪酸合成の著しい増
加を示しており、コレステロール合成と脂肪酸合成は密接に連動していると考えられ
る。第一章・Fig．12においてもAACSのknockdo㎜によりFASの発現が上昇傾向
を示していることから、AACSがHMGCRと同様の役割を脂肪細胞分化において果
たしている可能性が示唆される。
　第二章および第三章においては、AACSの発現がSREBP－2により転写調節される
ことを示した。ChIP　assayによりAACSのpromoter領域とSREBP・2が相互作用
することを明らかとしたが、その作用点は不明なままである。そこで、promoter活
性を初代培養肝細胞およびNeuro・2a細胞で測定した結果、共にSp　1配列がpromoter
活性に重要な配列であることが明らかとなった（未発表データ）。また、このSp　1配
列を用いてDNA　af丘nity　precipitation　assayを行った結果、神経突起伸長時および
コレステロール低下剤投与時において、Sp1配列とSREBP・2との相互作用が増加し、
Sp　1配列に変異を導入することでその相互作用が消失することが明らかとなった（未
発表データ）。SREBP・2はロイシンジッパー構造を持ち、　Sp　1配列に直接結合すると
は考えにくい。しかし、Sp　1の核移行はコレステロール低下剤の投与によって減少す
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ることから、SREBP・2はSp　1配列に結合し得る他の転写因子と相互作用し、　AACS
を転写調節すると考えられる。
　近年、細胞内のacety1・CoAがタンパク質の翻訳後修飾およびヒストンのアセチル
化に重要な役割を果たすことが明らかにされつつある。acetyl・CoA　synthetaseがヒ
ストンアセチル化に必要なacetyl・CoAを供給する酵素として知られていたが84）、最
近、ACLが核内においてヒストンアセチル化に必要となるacetyl・CoAを供給するこ
と、またその発現をknockdo㎜すると3T3・L1細胞の脂肪細胞分化が抑制されるこ
とが明らかとなった48）。AAC　Sはタンパク質の翻訳後修飾が行われる核付近の細胞質
画分に存在しており、その発現が分化に重要な役割を果たすことから、AAC　S自体が
翻訳後修飾に必要なアセチル基を供給する可能性も十分考えられる。
　以上の結果より、AACSは脂肪細胞、肝臓および神経細胞の脂質合成および分化機
構において重要な役割を果たしていることが明らかになった。コレステロールや脂肪
酸の生合成経路は、阻害剤などを用いた生化学的な研究によりほぼ確立されたものと
考えられていた。しかし、代替経路と考えられてきたAACSがコレステロール・脂
肪酸合成に重要な役割を果たすこと、また、前述したようにHMGCRの肝特異的
㎞ockoutマウスが、HMGCR阻害剤を投与した時とは異なる表現型を示すことから、
分子生物学的手法を用いた解析が脂質合成系の役割や相互作用の理解により重要に
なると考えられる。本研究では、AACSを介したケトン体利用経路が、生体内の脂質
合成および細胞の分化・機能維持において重要な役割を果たすことを示した。本酵素
の更なる解析は、脂質代謝異常や細胞の形態異常の理解およびその治療に重要な知見
を与えると考えられる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　結語
1．AACSの遺伝子発現はepididymal　WATおよびkidneyで多く、brain、spinal　cord
　およびliverにおいては中等度であった。また、　SCOTが高発現するskele　tal
　muscleにおいてはAACSの発現はほとんど観察されなかった。
2．AACSは翻訳開始点（＋1）から上流・104　bpの位置に主要転写開始点を持ち、
　TATA・1ess　promoterである可能性が示唆された。
3．3T3・L1前駆脂肪細胞の分化段階において、　AACSの発現がC／EBPαにより調節
　　され増加した。また、AACSは核周辺の細胞質領域に局在しており、その発現抑
　制により、脂肪滴の蓄積並びにPPARγやC／EBPαなどの脂肪細胞分化マーカーが
　減少した。
4．肝臓におけるAACSの発現は、細胞内のコレステロール濃度の枯渇によって増加
　すること、コレステロール合成を調節する転写因子であるSREBP－2によって発
　現誘導されることを明らかにした。また、AAC　Sの発現抑制により血清総コレス
　テロールが減少することを見出した。
5．マウス神経芽細胞種であるNeuro－2a細胞の神経突起伸長段階において、　AACS
　の発現が増加すること、核周辺部の細胞質およびgrowth　coneに局在することを
　明らかにした。また、コレステロール合成の律速酵素であるHMGCRの発現も増
　加し、その発現変動にはSREBP・2が重要な役割を果たすことを明らかにした。
　神経細胞においてAACSの発現を㎞ockdownすると、神経細胞のマーカーであ
　　るMAP2やNeuNおよびsynapse　apparutusのマーカーであるsynaptopodin
　の発現が減少することを見出した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　実験の部
第一章に関する実験
（1）5”Rapid　Amplification　of　cDNA　E　nds（RAC　E）
　Quickprep　mRNA　Extraction　Kit（GE　Healthcare）を使用し、　poly（A）’mRNAを
ddY　mouse（東京実験動物）から抽出した。　GeneRacer　Kit（Invitrogen）を用いて、1
本鎖cDNAを合成した後、　GeneRacer　5’・primerおよびAACS遺伝子に特異的な
primerと共にPCR反応に供した。増幅したPCR産物をテンプレートとして、
GeneRacer　5’・nested　primerとAACS遺伝子を標的としたprimer
（5’－AGCGCAAGGCGTGGAGCGGATCA・3’）を用いてPCRを行った。増幅された
PCR産物をpCR4・TOPO　vector（Invitrogen）に組み込み大腸菌に導入後、ポジティ
ブクローンをPCR法およびシークエンスを利用して同定した。
（2）　培養糸田月包
　マウス繊維芽細胞である3T3・n　cellsはHealth　Science　Research　Resource　s
Bankより購入した。細胞はDulbecco’s　mo（M丘ed　E　agle’s　medium：Nutrient　Mixture
F・12（DMEM／F・12，　Invitrogen）に10％newborn　calf　serum（lnvitrogen）を加えた
培地中で、37℃、5％CO2の条件下で培養した。コンフルエント状態まで培養し培地
交換した後2日間培養し、脂肪細胞分化誘導剤［10％飴tal　bovine　serum（FBS，
Invitrogen）、0．5　mM　3・isobutyl・methylxanthine（Sigma）、0．25μM　dexamethasone
（Nacalai　tesque）、および5μg／mL　insuhn（Sigma）］に培地交換し脂肪細胞への分化
を誘導した。以後、2日ごとに10％FBSおよび5μg／mL　insulinを含むDMEMIF・12
培地に交換し実験に供した。
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（3）RNA抽出
　Total　RNAはIllustra　RNA　spin　mini　RNA　Isolation　Kit（GE　Healthcare）または
ISOGEN（Nippon　Gene）を用いて、3T3・L1細胞およびマウス各臓器から抽出した。
（4）Northern　blot　analysis
　Total　RNA　10μgを変性アガロースゲル（1％）中で電気泳動した。泳動後、分離し
たRNAを20×standard　saline　citrate（SSC）を用いたキャピラリー法により
Hybond・N＋（GE　Healthcare）に膜転写し、　UV固定後80℃で2時間乾燥した。
　準備した膜をHybridization　buflbr（5×SSPE、20　mM　Dextran　sulf汕e）中で42℃、
4時間温置し、その後、Ready　to　Go　DNA　Labeling　Beads（GE　Healthcare）を用い
て【α・32P】dCTP標識したAACSのcDNA　probeを加え、42℃で18時間インキュベ
ー トした。膜を2×SSC／0．1％SDSで3回洗浄し、更に65℃に加温した0．25×
SSC／0．1％SDSで30分間2回洗浄したのち、　Imaging　plateに設置した。18時間露
光した後、Typhoon（GE　Healthcare）を用いて解析した。
（5）Complementary　DNA（cDNA）合成
　抽出したtota1　RNA　4μgに滅菌水8μLを加え、65℃、3分間インキュベートした
後、下記に示した試薬を順に加えた。0．511941L　Randam　Primer（Takara）、300　U！pL
RNase　inhibitor（Wako）および200　U／pL　M・MLV　Reverse　Transcripta　se
（Invitrogen）を加え37℃、1時間温置しcDNAを合成した。65℃で3分間加温し反
応を停止した後、以後実験に供した。
Reverse　transcription・polymerase　chain　reaction（RT・PCR）
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3T3・L1細胞より合成したcDNAを鋳型とし、　Ex　Taq　polymerase（Takara）を使用
してAACS、　C／EBPα、　C／EBPβおよびβ・actinの遺伝子領域を増幅した。使用した
primerは以下に示す。
AACS
Sense　phmer　5’・TCCGCAACCATGTCCAAGCT・3’
Antisense　priIner　5’・ATCACATGCACAGCTGGATG・3’
C／EBPα
Sense　primer　5’・AAAGCCAAGAAGT　CGGTGGAC・3’
Antisense　p㎡mer　5’・CTTTATCTCGGCTCTTGCGC・3’
C／EBPβ
Sense　primer　5’・GCAAGAGCCGCGACAAG・3’
Antisense　primer　5’－GGCTCGGGCAGCTGCTT・3’
β’actin
Sense　prilner　5’・CAGAGCAAGAGAGGCATCCT・3’
Antisense　primer　5’・TCGGTCAGGATCTTCATGAG・3’
（6）レポータープラスミドの作製
　RPCI－22マウスBAC　Library（I　nvitrogen）をテンプレートとしてAACSプロモ
ーター領域の上流908bpから下流104　bpをPCRにより増幅し、　pGL3　basic
luci企rase　reporter　vector（Promega）のSma　I　IHind皿制限酵素部位に挿入した。
AACSプロモーター領域は以下のプライマーを用いてPCRにより作製した。
5’primers
・3／＋104・Luc：5’・TTCAGTCTCGCGCTGTGGTT・3’
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・110／＋104・Luc：5’・GTTACAGAAGAGGGC　GTGGT・3’
・226／＋104・Luc：5’・AACACCCGGTAAGTTGTGCA・3’
・335！＋104・Luc：5’・TTAGGCTTAAGACATCTCCG・3’
・908／＋104・Luc：5’・ACTGTGAGCAACATGGAGTC・3’
3’primer
5’・GGTTGCGGAGCTGCGTGGCC・3’
　また、遺伝子変異体は、PfU　turbo　polymerase（Stratagene）を用いたInverse　PCR
法で作製した85）。GC　boxおよびCIEBPs結合配列の変異体作製primerは以下に示
す。なお、antisense　primerはsense　primerの相補鎖配列を用いた。
GC　box：5’・GTGGTCTCAAGCTATCTGGCTTTCTGG－3’
C／EBPs結合配列：5’・CCCGGTAAGTTTACGCATAAGTGAGG・3’
（7）Promoter活1生の測定
　AACS遺伝子上流配列を組み込んだpGL3　basic　luci企rase　reporter　vector
（deletion　vector）0．4μgとpCMV・β・gal　O．1μgを、PLUS　Reagent（Invitrogen）およ
びLipofbctamine（I　nvitrogen）を使用して3T3・L1細胞の分化2日目に導入した。48
時間後に細胞を回収し、Luci企rase　Assay　System（Promega）を用いてpromoter活
性を測定した。なおトランスフェクション効率の補正には、AURORA　GALXE（ICN）
を使用して測定したβ・Galactosidase活性を用いた。
（8）核タンパク質の抽出
35mm　dishに播種した3T3・L1細胞を洗浄後、400μL　buf』A【10　mM　Hepes・KOH
（pH7．8），　1．5　mM　MgCl2，　10　mM　Dithiothreito1　（DTT），　0．4　μM
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PhenylmethylsuHbnyl　nuoride（PMSF），0．1％Nonidet　P・40］で回収・遠心（5000
rpm，1分間）した。得られた沈殿物に100μL　buflbr　C【20　mM　Hepes・KOH（pH　7．8），
420mM　KCI，0．2　mM　EDTA，1．5　mM　MgCl2，0．5　mM　DTT，0．4μM　PMSF，25％
Glycero1］を加えて再懸濁し、30分間氷上で静置した。遠心分離（15000　rp　m，15分
間）後、得られた上清を核抽出物として使用した。核抽出物のタンパク質濃度は、
Quick　Start　Bradlbrd　Dye　Reagent（Bio・Rad）を用いて測定した。
（9）EMSA
　転写因子結合配列の二本鎖DNAをdenaturation　Buflbr（TOYOBO）、10×Blunt
End］Kinase　Bu］Hbr（TOYOBO）、［γ32P】ATP（Perkin　Elmer）およびPolynucleotide
］dnase（TOYOBO）を用いて放射標識し、　Probe　Quant　G・50　Micro　columns（GE
healthcare）を用いた精製後、　EMSAで使用するプローブとした。5μgの核抽出物を
5×binding　buflbr［75　mM　Hepes－NaOH（pH7．5）、375　mM　NaCl、7．5　mM　EDTA、
37．6％Glycerol、57．5　mM　DTT】およびPoly（dI・dC）（Sigma・Aldrich）と混合し、
室温で30分間静置した。更に、放射標識したオリゴヌクレオチドと反応させ、20分
間室温で静置した。混合物を4％非変性ポリアクリルアミドゲル中で電気泳動し、こ
れをイメージングプレートに18時間露光した後、Tyhoon　9410（GE　Healthcare）を
用いて解析した。
GC　boxおよびC／EBPs結合配列は以下に示す。
GC　box：5’－GGTCTCAAGAGGCGTGGCTTTCTGG・3’
C／EBPs結合配列：5’・CCGGTAAGTTGTGCAATAAGTGAGG・3’
（10）ChIP　assay
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　ChIP　assayはAgataらの方法を基に改変を加え実行した86）。3T3・1．1細胞を1％
fbrmaldehyde溶液中で10分間温置し固定した。遠心分離後、細胞を1％SDS、10　mM
EDTAおよびprotease　inhibitor　cocktai1（Sigma）を含有した50　mM　Tris・HCI（pH
8．0）溶液に再懸濁した。ソニケーションによりクロマチンを細断した後、再び遠心し
細胞残渣を取り除いた。上清は167mM　NaCl、1．1％Triton　X・100、0．11％sodium
deoxycholateおよびprotease　inhibitor　cocktai1（Sigma）を含有した50　mM
Tris・HC1（pH8．0）溶液を用いて希釈した。溶液にProtein　G・sepharose　beads（GE
Healthcare）を加え15min　4℃で静置した後、2μgの各種抗体Ianti・normal　rabbit
IgG，　anti・C／EBPαおよびanti－C／EBPβを加え一晩反応させた。　DNA・protein複合体
を300mM　NaCl、5mM　EDTAおよび0．5％SDSを含んだ10　mM　Tris・HC1（pH8．0）
溶液を用いて溶出し、DNA・proteinのクロスリンクを65℃4時間加温することで解
除した。得られた溶液を用いてPCR反応を行い、転写因子の集積量を検討した。　PCR
反応に用いたprimerの配列は以下に示す。
Sense　primer：5’・GAATGAACGAACGAACGAGG－3’
Antisense　primer：5’・ACCACGCCCTCTTCTGTAAC・3’
（11）タンパク質抽出
　3T3・L1細胞をRIPA　bu」陥r【50　mM　Tris・HCI（pH8．0），150　mM　NaC1，1mM
EDTA（pH8．0），1％Triton　X・100，1％SDSおよび0．1％sodium　deoxycholate］によ
り溶解し、遠心分離後（14，000×g、15分間）の上清をwe　stern　blottingに使用した。
タンパク質濃度は、Quick　Start　Bradfbrd　Dye　Reagent（Bio・Rad）を用いて測定した。
（12）Western　blotting
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15μgのタンパク質溶液を7．5％SDS　polyacrylamide　gel　electrophoresis
（SDS・PAGE）により分離し、polyvinyhdene　di且uoride（PVDF）膜にプロッティング
装置装置（Bio・crafし）を用いて転写した。ブロックエース（DSファーマ　バイオメデ
ィカル）溶液中で室温、一時間インキュベートした後、一次抗体を希釈したCan　get
signa11（TOYOBO）溶液に浸し、4℃で一晩静置した。　Tweenを含有したTris　buf』
saline（T・TBS）を用いて洗浄後、　horseradish　peroxidase（HRP）を結合した二時抗
体をCan　get　signal　2（TOYOBO）に希釈した溶液中で室温、1時間反応させた。膜
をT・TBSで洗浄後、　Immobilon　Westem　Chemiluminescent　HRP　Substrate
（M且hpore）により目的タンパク質を検出した。
（13）共焦点顕微鏡
　3T3－L1細胞をカバーグラス上で培養した。4％parafbrmaldehydeを含有した
phosphate・buflbred　saline（PBS）中で細胞を15分間固定した後、0．1％（v／v）Triton
X・100中で5分間放置し透過処理を行った。3％（w／v）bovine　serum　albumin（BSA）
中で30分間ブロッキングし、その後AACS抗体を加えたCan　get　signal
immunostain　solution　A（TOYOBO）溶液中で4度、一晩かけ抗原抗体反応を行った。
細胞を0．1％BSAを含有したPBSで洗浄した後、　Alexa・且uor　488二次抗体を希釈し
たCan　get　signal　immunostain　solution　B（TOYOBO）溶液に浸し室温、1時間反応
した。細胞が接着したカバーグラスをPBS（o．1％BSA）で洗浄した後、　Mowiol
mounting　solutionを用いて封入した。
　DNAを観察するために、　propidium　iodide（Calbiochem）を染色剤として使用し
た。前述した手順に従い2次抗体反応まで行った後、細胞を1mglmL　RNaseを含む
PBSに浸し、RNAを分解させた。その後propidium　iodide溶液中で15分間静置後、
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PBS（0．1％BSA）溶液で洗浄し、　Mowiol　mounting　solutionを用いて細胞を封入し
た。デジタル画像はCon丑）cal　laser　scanning　microscope（Bio’Rad）を使用して取得
した。
　脂肪滴を可視化する目的で、細胞をMe　red（Wako）を用いて染色した。2次抗体
反応後、細胞を5μg／mL　Nile　red溶液中で静置した。細胞をPBS（0．1％PBS）で洗
浄した後、Mowiol　mounting　solutionを用いて封入した。
（14）ウイルス調製
　LentiX　293T細胞（Takara）を100　mm　poly・L－lysine　plate（IWAKI）に播種し、
pGreenPuro　shRNA　vector（System　Biosciences）およびpackaging　mix
（Invitroge11）を、リポフェクション法により導入した。導入後14時間培養し、培地
を10％FBSID－MEMに交換した後48時間培養して培地を回収した。
　AACSの発現をノックダウンするために、4つの異なるshort　hairpin　RNA
（shRNA）を設計した。また、コントロールにはluci｛brase（pGL3）および1．acZに対
するshRNAを設計し使用した。以下にその配列を示す。
shAAC　S＃1：GTrCAGTGGAArC　GTC　TAC
shAAC　S＃2：CCGTGTGGTC　Gα》TATCTA
shAAC　S＃3：ACAGTGTGTrCCTGGArGA
shAAC　S＃4：GGCAGAGAGGAGATC　GTGA
shcor血rol＃1（shLuci企rase）：CTIACGCTGAGTAC　TTC　GA
shcor虻rol＃2（shLacZ）：ArC　GCTGArrTGTGTAGTC
コンフルエント状態になった3T3・1．1細胞にウイルスを処理し、2日後に分化誘導培
地に交換した。2日ごとに培地を交換し、図に示した時間にtotal　RNAを抽出した。
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（15）Oil　red　O染色
　分化誘導後8日間経過した3T3・L1細胞を10％｛brmalin溶液中で室温、10分間固
定した。細胞を60％isopropanolで洗浄した後、　oil　red　O（1．8　mg／mL）を処理し、
20分間染色した。細胞を顕微鏡下で撮影後、100％isopropanolを処理しoil　red　O色
素を抽出した。抽出した溶液の吸高度を、分光高度計を用い520nmの波長で測定し
た。
（16）Real－time　PCR
　Total　RNA　1μgからPrimeScript　RT　reagent　kit　with　gDNA　Erase　r（Takara）を
用いてcDNAを合成した。標的遺伝子のprimerおよびSYBR　Green　PCR　Master
Mix（SYBR　Premix　Ex　Taq，　Takara）を加え、　Applied　Biosystems　StepOne
（Applied　Biosystems）を使用してPCR反応を行った。　Standard　curve法を用いて
増幅産物の定量を行い、18S　ribosomal　RNA（18S　rRNA）を内標準遺伝子として使用
した。PrimerはGeneBankを基にPrimer　Express　software（Apphed　Biosystems）
を使用して設計した。Primerの配列を以下に示す。
18S　rRNA
Sense　primer　5う一TrCGT査JTGCGCCGCTAGA－3’
Antisense　primer　5’－CTITC㏄TC　TGGTC　CGTC　TF　3’
AAC　S
Sense　primer　5’－CTGGTCTGTCCGGTCGTALκrG－3’
Ar由sense　pr丘ner　5’－GTGAGTA．GACGArTCCAC　TGAAC　TTC－3う
PPARγ
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Sense　primer　5’－GCCCAC　CAAC　TrC　GGAArC－3’
Ant5ense　primer　5ラーTGC　GAGTGGTCTTC　CArCAC－3う
C／EBPα
Sense　primer　5’－AAAGC　CAAGAAGTC　GGTGGAC－3フ
Antisense　pr孟mer　5ラーCTTTATCTC　GGCTC　TTGC　GC　－3’
第二章に関する実験
（1）マウス
　ddY系統の雄マウス6週齢（東京実験動物）に通常食（オリエンタル酵母）、または
0．4％pravastatin（Sankyo　Co．，　Ltd．）および4％cholestyramine（Bristol－Myers
Squibb　KK）を含有した食餌を3日間与えた。すべての動物実験は星薬科大学動物
実験委員会の承認を受け、規定に従い遂行した。
（2）初代培養肝細胞
　マウスの肝臓は6週齢のマウスより単離し、過去に報告された方法に改変を加え調
製した87）。肝臓に0．5mM　ethylene　g］ycol　tetra・acetic　acidおよび10
㎡M4－（2・hydroxyethy1）・1・piperazineethanesulfbnic　acidを含有したHanks’
balanced　salt　solutions（HBSS）を灌流し、次に5mM　CaCl2含有0．05％colagen　I
（Worthington　bio．　Co．）溶液を灌流し肝細胞を剥離した。剥離した細胞を150　me　sh
により濾過しHBSSで3回洗浄した。細胞を10％FBS、1μM　insulinおよび1μM
dexametasoneを含有したWiUiams’medium　E（Invitrogen）培地中で37℃、5％CO2
の条件下で3時間培養した。その後培地を10％FBSを加えたWilliams’medium　E
に交換し実験に供した。細胞にU18666Aを処理し18時間後にtotal　RNAを回収し
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てrea1－time　PCR法に使用した。また、コレステロール枯渇実験のために、細胞を
lipoprotein　de丘cient　FBS（LPDS）で48時間処理し、　total　RNAを抽出しreal・time
PCR法に利用した。
（3）RNA抽出
Total　RNAはIllustra　RNA　spin　RNA　Isolation　Kit（GE　Healthcare）または
ISOGEN（Nippon　Gene）を用いて、初代培養肝細胞および肝臓から抽出した。
（4）Real－time　PCR法
　抽出したtotal　RNAのうち1μgを、　PrimeScript　RT　reagent　kit　with　gDNA
Eraser（Takara）を使用してcDNAを合成した。標的遺伝子のprimerおよびSYBR
Green　PCR　Master　Mix（SYBR　Premix　Ex　Taq，　TakaraまたはSYBR　select，　Lt丘
technologies）を加え、　Applied　Biosystems　StepOne（Applied　Biosystems）を使用
してPCR反応を行った。　Standard　curve法を用いて増幅産物の定量を行い、18S
rRNAまたはglyceraldehyde・3・phosphate　dehydrogenase（GAPDH）を内標準遺伝
子として使用した。PrimerはGeneBallkを基にPrimer　Express　software（Applied
Biosystems）を使用して設計した。使用したprimerの配列を以下に示す。
18S　rRNA
Sense　primer　5’－TrC　GT査『rGC　GC　C　GCTAGA－3ラ
Antisense　primer　5’－CTrrCGC　TCTGGTC　C　GTC　TF　3う
GAPDH
Sense　primer　5’－CArGGCCTrCCGTGTTCCTA．－3’
Antisense　primer　5’－GC（］GCAC　GTCAGArCCA－3’
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AAC　S
Sense　primer　5’－CTGGTC　TGTC　C　GGTCGTArATG－3’
AntBense　primer　5’－GTGAGTAGAC　GArTCCAC　TGAAC　TTC－3’
ACL
Sense　primer　5’－TGGAGGCAGCArTGCAAAC－3’
Antisense　primer　5’－TC　TCACAArGC　CCTrGAAGGTL　3’
HMGCR
Ser田e　prlmer　5’－GTGC　TGAGCAGC　GAC　ATCAF　3’
A血鶴ense　primer　5’－TGTA．CAGGArGGCGATGC　A－3’
C／EBPα
Sense　primer　5’－AAAGCCAAGAAGTC　GGTGGAC－3’
Ant5ense　pr㎞er　5’－CTTTAI℃TC（迫CTC　TT㏄GC－3’
C／EBPβ
Sense　primer　5’－GCAAGAGCCGC　GACAAG－3’
Ant5ense　primer　5’－GGCAGCTGCTrGAAC　AAGT－3’
Spl
Sense　primer　5’－CCCCAGGTGArCArGGAACT－3う
Ant5ense　primer　5’－CCTrCTCCAC　C　TGC　TGTCTCA－3’
SREBP－2
Sense　prlmer　5’－TGTGAAC　CTGGC　CGAGTGTL　3’
Antisense　primer　5’－CGC　TGTCAGGTGGArC　TCAA－3’
SREBP－1a
Sense　primer　5’－TAGTCCGAAGC　CG（K｝TGGGCGCCGGC　GCCAr－3’
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Ant5ense　prlmer　5’－CCTGTC　TCACCCCCAGCAIA－3’
SREBP－lc
Sense　primer　5’－ArC　GGCGCGGAAGCTGTCGGGGTAGCGTC－3’
AntBense　primer　5’－CCTGTC　TCAC　CCCCAGC　ArA－3う
LDLR
Sense　primer　5う一GC　C　GAC　CTGArGAATrCCA－3’
Antisense　primer　5’－GCAGTCArGTrCACGGTCAC　A－3’
（5）Western　blotting
第一章に関する実験の部を参照。
抗体の希釈率は以下の通りである。
Rabb　it　antLSp1（1：2500；Millipore）、　rabb止ant←C／EBPβ（1：1000；SantaCruz）、　rabb　it
ant←C厄BPα　（1：1000；SantaCruz）、　　rabb　it　antFSREBP－2　（1：500；SantaCruz）、　　rabb　it
ant｝SREBP－1（1：500；Sar止aCruz）、　rabb　it　ant｝GAPDH（1：2500；SIGMA）、　rabb　it　an住AAC　S
88）（1：2500）、　horserad　ish　peroxidase（HRP）－corj　ugated　goat　an住rabb　it　IgG（1：2500；GE
Heal仕℃are）およびgoat　ant←㎜use　IgG（1：2500；GE　Heakhcare）。
（6）ChIP　assay
　ChIP　assayはAgataらの方法を基に改変を加え実行した86）。3T3・L1細胞を1％
fbrmaldehyde溶液中で10分間温置し固定した。遠心分離後、細胞を1％SDS、10　mM
EDTAおよびprotease　inhibitor　cocktail（Sigma）を含有した50　mM　Tris・HCl（pH
8．0）溶液に再懸濁した。ソニケーションによりクロマチンを細断した後、再び遠心し
細胞残渣を取り除いた。上清は167mM　NaCl、1．1％Triton　X・100、0．11％sodium
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deoxycholateおよびprotease　inhibitor　cocktai1（Sigma）を含有した50　mM
Tris・HCI（pH8．0）溶液を用いて希釈した。溶液にProtein　G　beads（VERITAS）を加
え15min　4℃で静置した後、2μgの各種抗体［anti・normal　rabbit　IgG，
anti・SREBP・2（Abcam）を加え一晩反応させた。　DNA・protein複合体を300　mM
NaCl、5mM　EDTAおよび0．5％SDSを含んだ10　mM　Tris・HCI（pH8．0）溶液を用
いて溶出し、DNA・proteinのクロスリンクを65℃4時間加温することで解除した。
得られた溶液をNucleoSpin　Extract　H（Macherey・Nagel）を用いて精製し、　PCR
反応に使用した。設計したprimerの配列は以下に示す。
Sense　primer：5’－GTGGAACAr㏄TrArC㏄㏄・3’
Antisense　primer：5’・CA㏄A㏄CTrC㏄CAC㏄CT・3’
（7）RNA干渉
sREBP－2の発現を抑制するためにsREBP－2に対する設計済みsiRNA（sisREBP－2，
Dharmacon）を使用した。初代培養肝細胞に40　rMのsiSREBP－2をL乎o免ctAMIN　E
RNAi　MAX　Reage頑Invitrogen）を用いて導入し、24時間後にtotal　RNAを抽出後実験
に供した。
（8）Hydrody㎜ics法
マウスのAAC　S遺伝子に特異的なshRNAを設計した。マウス個体においてAAC　Sの
発現を抑制するために、hydrodynamics法を過去に報告された方法に従って実行した
68）。マウスの尾静脈から全血液と等量のPBSに希釈した50μgのpbsmidを5秒以内
に注射した。18時間後、血液および肝臓を採取し以下の実験に使用した。
shRNA配列
　　　　　　　　　　　　　　　　　　73
5う一CTGGTCTGTC　CGGTC　GTAr－3’
5’－GAAGGC　TIACTrC　TCCAAA－3’
（9）血清中のコレステロール濃度測定
採取した血清中の濃度はWako　cholesterol　E－test（Wako）を用いて、　cholesterol　ox姐ase
法により測定した。測定方法は付属のプロトコールに準ずる。
第三章に関する実験
（1）培養細胞
　マウス神経芽細胞腫であるNeuro－2a細胞はHealth　Scence　Research　Resources　Bahk
より購入した。10％FBS（Invi廿ogen）を含有した1乏gle’s　mmimal　esse耐ial　medi㎜
（BMEM，　Invitrogen）培地を使用し、37℃、5％CO2の条件下で培養した。5．0×104
cel㎏／mLの濃度で播種し、24時間培養後10μM　retinob　ac姐（RA，　Sigma）含む無血清
E－MEM培地中で培養し、神経突起伸長を促した。
（2）RNA解析
　RNease　mini　kit（Q坦gen）またはIllustra　RNAspin　Mini　Isolatbn　K丘（GE　Healthcare）を
使用してNeuro－2a細胞よりtotal　RNAを抽出した。前章と同様に、抽出したtotal　RNA
からcDNAを合成し、　SYBR　GreenPC　R　Master　Mix（SYBR　Premix，匂kara）のプロトコ
ールに準じreaLt㎞e　PCRを行った。装置はAppl蝋Bbsystems　StepOne（Applied
Bbsystems）を使用し、βゼucuron姐ase（Gusb）or　GAPDHを内標準遺伝子として、
s㎞ard　curve法により発現量を解析した。使用したprime　rを以下に示す。
AAC　S
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5LCTGGTCTGTC　CGGTC　GTAIATG－3‘
5「－GTGAGTA、GAC　GArTC　CAC　TGAAC　TrC－3’
HMGCR
5’－GTGC　TGAGCAGC　GACATC　Ar－3’
5，－TGTACAGGArGGC　GArGCA－3，
HMGC　S　l
51－GACAnGC　T祖［ATATGC　CACAGGAA－3，
5LCA㎜CCACAGCTCCAAC工3’
ACL
51－TGGAGGCAGCArTGCAAAC－31
5’－TCTCACAArGCCCTTGAAGGT－3，
ACC1
5’－TGAAGCAGATCCGCAGCTT－3’
5’・GGTGAGATGTGCTGGGTCATG－3’
ACC2
5’・ATACTTTCAGAAAC　GACCATArTCGA－3’
5㌔CGC　CATACAGACAAC　CTTGTTC・3’
FAS
5’・AAGTGTCTGGACTGTGTCATTTTTACA・3‘
5’・TTAATTGT　GGGAT　CAGGAGAGCAT・3’
SCOT
5’・GGAAAAGGCAAAIT　C　C　GGTAAG・3’
5’・GCGGCTCGCTTGATGATC・3’
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（3）Western　blotting
第1章に関する実験の部を参照。
（4）共焦点顕微鏡
Neuro・2a細胞をカバーグラス上で培養した。4％parafbrmaldehydeを含有したPBS
中で細胞を15分間固定した後、0．1％（v／v）Triton　X・100中で5分間放置し透過処理
を行った。3％（w／v）BSA中で30分間ブロッキングし、その後AACS抗体を加えた
Can　get　signal　immunostain　solutionA（TOYOBO）溶液中で4度、一晩かけ抗原抗
体反応を行った。細胞を0．1％BSAを含有したPBSで洗浄した後、　Alexa・且uor　488
二次抗体を希釈したCan　get　signal　immunostain　solution　B（TOYOBO）溶液に浸
し室温、1時間反応した。細胞を1mglmL　RNaseを含むPBSに浸し、次にpropidium
iodide溶液中で15分間静置した後、　PBS（0．1％BSA）溶液で洗浄し、　Mowiol
mounting　solutiol1を用いて細胞を封入した。デジタル画像はCon丘）cal　laser
scanning　microscope（Bio・Rad）を使用して取得した。
（5）ChIP　assay
第二章に関する実験の部を参照。
（6）RNA干渉
　sREBP－2の発現を抑制するためにsREBP－2に対する設計済みsiRNA（sisREBP－2，
Dharmacon）を使用した。Neuro－2a細胞に40　nMのs▲S　R旺ハP－2をLipo食ctAMNE　RNAi
MAX　Reage　nt（Invitro　ge　n）を用いて導入し、24時間培養後10μM　RA（S　igma）含む無血
清E－MEM培地中で培養し、更に24時間培養iした後total　RNAを回収した。
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（7）初代培養神経細胞
　マウスの大脳皮質初代培養細胞は、胎生期14日目の胎児の脳を用いて過去に報告
された調製法を改変し作製した89）。単離した大脳皮質を15units　papain
（Worthington）および0．01％DNase　l（Roche）中で20分間温置した。細胞は2％
MACS　Supplement　B－27（Miltenyi　Biotec）、2mM　L・glutamine（Invitrogen）およ
びpenicillinlstrep　tomycinを含むNeurobasal　me　dium（Miltenyi　B　iotec）培地に希釈
し、po　ly・L－lys　ineコートディッシュ（IWAKI）に播種した。3日後に4μM　Cytosine
β一D－arabmo血anos泊eを加え非神経細胞の増殖を阻害した。
（8）ウイルス調製
第一章に関する実験の部を参照。
神経細胞を播種した翌日にウイルスを感染させ、2日後に培地を交換した。以後、5
日ごとに新しい培地に交換し培養開始から15日後に実験に供した。
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